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(§) Die Erfindung betrifft gas- bzw. flQssigkeitshalti- 




ge Mikropartikel auf der Basis von Amylosen, Ver- 





fahren zu deren Herstellung und deren Verwendung 
als Diagnostika. 
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Die Erfjndung betrifft Mikropartikel nach dem 
Oberbegriff des Patentanspruchs 1, Verfahren zu 
deren Hersteliung und deren Verwendung als Dia- 
gnostika und Therapeutika. 

Es ist bekannt, da6 durch periphere Injektion 
von Ldsungen. die feine Gasblasen enthalten, car- 
diale Echokontraste erzielt werden konnen [Roe> 
landt J. Ultrasound Med. Biol. 8: 471-492, (1982)]. 
Diese Gasblasen werden in physioiogisch vertragli- 
clien Losungen, z.B. durcli SchUtteIn, andere Agi- 
tation Oder durcli Zusatz von Kolilendloxid erhalten. 
Sle sind jedoch hinsichtlich Anzahl und Gr68e nicht 
standardisiert und konnen nur unzutangllch repro- 
duziert werden. Auch sind sie in der Regel niclit 
stabilisiert. so dafi ihre Lebensdauer gering ist. ihre 
mittleren Durchnnesser liegen meist Uber Erythro- 
cytengr^Be, so daB keine Lungenkaplllarpassage 
mit nachfolgender Kontrastierung von Organen wie 
linkes Herz, Leber, Niere Oder Milz mQglich ist. 
Dartiber hinaus eignen sie sich niclit fQr Quantifi- 
zierungen. da sich das von ihnen erzeugte Uitra- 
schallecho aus mehreren, nicht voneinander zu 
trennenden Prozessen wie Blasenentstehung, Koa- 
leszenz und Aufldsung zusammensetzt. So ist es 
z.B. nicht mdglich. mit Hilfe dieser Uitraschali-Kon- 
trastmrttel uber die IS^essung des Kontrastverlaufs 
im Myokard Aussagen Uber die Transitzeiten zu 
gewinnen. Hierzu sind Kontrastmittel notwendig. 
deren Streuk5rper keiner eigenen Kinetik unterlie- 
gen. 

Daneben gibt es Ultraschallkontrastmittel in 
Form von Partikein [Ophir, Gobuty, McWhirt, Ma- 
klad, Ultrasonic Backscatter from Contrast-produ- 
cing Collagen Microspheres, Ultrasonic Imaging 2: 
66-67, (1980)]. Femer werden [Ophir. McWhirt. Ma- 
klad. Aqueous Solutions as Potential Ultrasonic 
Contrast Agents, Ultrasonic Imaging 1: 265-279, 
(1979) sowie Tyler, Ophir, Maklad, In-vivo Enhan- 
cement of Ultrasonic Image Luminartce by 
Aqueous Solutions with High Speed of Sound. Ul- 
trasonic Imaging 3: 323-329. (1981)] Losungen h5- 
herer DIchte als Ultraschall-Kontrastmittel einge- 
setzt. Es ist auch bekannt, Emulsionen als Ultra- 
schall-Kontrastmittel zu verwenden [Mattrey, Andre, 
Ultrasonic Enhancement of Myocardial Infarction 
with PerfluorcartKjn Compounds in Dogs, Am. J. 
Cardiol 54: 206-210. (1984)]. 

Es hat sich gezeigt, daB die gasfreien Kontrast- 
mittel insgesamt nur eine gerlnge Effizienz besit- 
zen. Die gashaltigen Zubereitungen haben den 
Nachteil einer nur geringen in-vivo Stabilitat. Dar- 
Qber hinaus Ist die GrdBe der Gasblasen meistens 
nicht standardisierbar. Ausreichende Kontrasteffek- 
te sind im arteriellen GefSBsystem nach peripher 
venQser Injektion in aller Regel nicht mdglich. 

In den EP-A 2 123 235 und 0 122 624 werden 
Gasblaschen enthaltende Ultraschall-Kontrastmittel 
beschrieben. die die Lungenkapillaren passieren 



kdnnen und damit den gewQnschten Kontrasteffekt 
bewirken. 

Die EP-A2 0 224 934 beschreibt Ultraschall- 
Kontrastmittel In Form von gasgefUllten Gelatine- 
5 Oder AlbuminhohlkSrpern. Nachteiiig ist jedoch die 
Venvendung von kSrper-fremden Oder denaturier- 
ten korpereigenen EiweiOen wegen des damit ver- 
bundenen allergenen Risikos. 

Mit keinem der bisher bekannten Ultraschall- 

70 Kontrastmittel gelingt eine Organdarstellung mit 
ausreichender SignalintensitSt durch selektive An- 
reicherung nach i.v. Gabe. Quantiflzierungen sind 
daher z.Zt. nicht moglich. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Ul- 

75 traschail-Kontrastmittel auf der Basis von Mikropar- 
tikein herzustellen, die neben bestimm- und repro- 
duzierbaren Volumina eine erheblich langere Le- 
t)ensdauer als bisher bekannt aufweisen. gute Ver- 
trMglichkeit ohne allergenes Potential besitzen und 

20 intrazellulSr in RES und damit auch In der Leber 
Oder Milz angereichert werden kdnnen. 

ErfindungsgemSB wird dIese Aufgabe durch 
Mikropartikel. die aus Amylosen und einem Gas 
und/oder einer ROssigkeit mit einem Sledepunkt 

25 unter 60 *C bestehen, geldst. 

Starke oder Starkederivate kdnnen ebenso in 
den Mikropartikein enthalten sein. Als geeignet ha- 
ben sich Amylosen erwiesen, da sich diese Starke- 
derivate durch gute Wasser-ldslichkeit und der F3- 

30 higkeit zur Bildung von EinschluBverblndungen 
auszeichnen. 

Als besonders geeignete Amylosen sind die 
Cyclodextrine und deren Derivate, belspiels-weise 
a-, fi; und 7-Cyclodextrin zu nennen. 

35 Die Mikropartikel enthalten Gase und/oder 
R(Jssigkeiten mit einem Siedepunkt unter 60 • C in 
freier Oder gebundener Form. Die Verwendung ei- 
nes Gas-FIQssigkeits-Gemisches in den Ultraschall- 
Kontrastmitteln ist ebenfalls moglich. 

40 Als Gase kdnnen beispielsweise Luft, Stick- 
stoff, Edelgase. Wasserstoff, Kohlendioxid. Ammo- 
nlak. Sauerstoff, Methan, Ethan. Propan, Butan, 
Ethylen oder andere Kohlenwasserstoffe oder de- 
ren Gemlsche verwendet werden. 

45 Als eInschlieBbare FlGssigkeiten werden bevor- 
zugt 1.1-Dichlorethylen, 2-Methyl-2-buten, Isopro- 
pylchlorid, 2-Methyl-1 .3-butadien, 2-Butin, 2-Me- 
thyl-1-buten. Dibromdifluormethan, Furan. 3-Me- 
thyl-1-buten, Isopentan, Diethylether. 3.3-Dlmethyl- 

50 1-butin, Dimethylaminoaceton, Propylenoxid, N- 
Ethylmethylamin, Brommethan, N-Ethyldimethyla- 
min, Methylenchlorid, Pentan, Cyclopentan, 2,3- 
Pentaiden, Cyclopenten oder deren Gemische ver- 
wendet. 

55 Mit Vorteil kdnnen die Mikropartikel auch Sut>- 
stanzen mit niedrigen Dampfdrucken und/oder 
niedrigen Siedepunkten, insbesondere atherische 
die enthalten. 
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Besonders vorteilhaft ist es, die aus Amylosen 
bestehenden Mikropartikel mit einer HUllsubstanz 
zu Uberziehen. Dabei k5nnen die Mikropartikel von 
Olen, Fetten und/oder oberflachenaktiven Substan- 
zen umhUilt und in wSBrigem Medium suspendiert 
sein. 

Besonders vorteilhaft ist es, die aus Amylosen 
bestehenden Mikropartikel mit einer Matrix. Insbe- 
sondere polymerer Struktur zu umhailen. 

Durch Zugabe osmotisch aktiver Substanzen, 
beispielsweise Kochsalz. Gaiaktose. Glukose, Fruk- 
tose. kann die physlologische Isotonie eingestellt 
werden. 

Die vorstehend beschriebenen Ultraschall-Kon- 
trastmlttel konnen sowohl fUr diagnostische als 
auch fQr therapeutlsche Verfahren verwendet wer- 
den. 

Die Applikation der Mittet erfolgt beispielsweise 
durch Injektionen. 

Die Erfindung wtrd durch folgende Belspiele 
erlSutert: 

Beisplel 1 

/g-Cyclodextrin-lsopentan-ElnschluBverbindung 

100 ml gesattigte /3-Cyclodextrin-LQsung (1,8 
%ig) wird auf 10 'C gekOhlt und mit 3 ml Isopen- 
tan versetzt. Unter standigem RUhren im Ultra- 
schallbad wird der entstehende schwerldsliche 
Komplex ausgefallt. Durch Gefriertrocknen und Fil- 
trleren wird der Nieder-schlag in kristallrner Form 
erhalten. Isopentangehalt nach GC-Bestimmung: 
0,26 %. 

Beisplel 2 

/8-Cyclodextrin-2-Methyl-2-buten- 
EinschtuBverfaindung 

100 ml gesattigte ^-Cyclodextrin-Ldsung (1,8 
%lg) wird auf 10 gekUhIt und mit 3 ml 2- 
Methyl-2-buten versetzt. Unter standigem RUhren 
im Ultraschallbad wtrd der entste-hende schwerlds- 
Hche Komplex ausgefallt. Durch Gefriertrocknen 
und Rftrieren wird der NIederschlag in kristailiner 
Form erhalten. 

Beisplel 3 

/3-Cyclodextrin-2-Methyt-1 -buten- 
ElnschluBverbindung 

100 ml gesattigte /S-Cydodextrin-Ldsung (1,8 
%ig) wird auf 10 gekOhlt und mit 3 ml 2- 
Methyl-1-buten versetzt. Unter standigem RUhren 
im Ultraschallbad wird der entste-hende schwerlos- 
liche Komplex ausgefallt Durch Gefriergetrocknen 
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und Filtrieren wird der Niederschlag In kristailiner 
Form erhalten. 2-Methyl-1-buten-Gehalt nach GC- 
Bestimmung: 0,82 %. 

5 Beisplel 4 

^-Cyclodextrln-lsopren-EinschluBverbindung 

100 ml gesSttigte ^-Cyclodextrin-Losung (1.8 
10 %ig) wird auf 10 gekUhIt und mit 3 ml Isopren 
versetzt. Unter stSndigem RUhren im Ultraschallbad 
wird der entstehende schwer-losllche Komplex aus- 
gefUllt. Durch Gefriergetrocknen und Filtrieren wird 
der Nieder-schlag In kristailiner Form erhalten. Iso- 
76 prengehalt nach GC-Bestimmung: 1,0 %. 

Beisplel 5 

jS-Cyclodextrin-lsopropylchlorid- 
20 EinschluBverbindung 

100 ml gesSttigte jS-Cyclodextrin-Losung (1,8 
%ig) wird auf 10 'C gekUhIt und mit 3 ml Isopro- 
pylchlorid versetzt. Unter standigem RUhren Im Ul- 
25 traschallbad wird der entstehende schwerl5sliche 
Komplex ausgefSllt. Durch Gefriertrocknen und Fil- 
trieren wird der Nieder-schlag in kristailiner Form 
erhalten. Isopropylchloridgehalte nach GC-Bestim- 
mung: 0,5 %. 

30 

Beisplel 6 

jg-Cyclodextrin-lsopentan-ElnschluBverbindung 

35 100 ml gesattigte /3-Cyclodextrin-L5sung (1,8 
%lg) wird auf 10 /C gekUhIt und mit 3 ml isopen- 
tan versetzt. Unter standigem RUhren im Ultra- 
schallbad wird der entstehende schwerlosliche 
Komplex ausgefallt. Durch Gefriertrocknen und Rl- 

40 trieren wird der Nieder-schlag in kristailiner Form 
erhalten. 

Beisplel 7 

45 Xenon/g-Cyclodextrin-EinschluBverblndungen 

In einem 200-cm3-Autoklaven werden 100 ml 
gesattigte a-Cyclodextrin-Losung (ca. 12 %ig) un- 
ter 7 AtmosphSren Xenon 7 Tage lang bel Zimmer- 
50 temperatur inkubiert. Das kristalline Addukt kann 
at>gesaugt mit kaltem Wasser gewaschen und im 
Exslkkator Uber Calciumchlorid getrocknet werden. 
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Belsplel 8 

Kohlendioxid/g-Cyclodextrin-EinschluBverbindung 

In einem 200-cm3-Autoklaven werden 100 ml 
gesattigte a-Cyclodextrin-Losung (ca. 12 %ig unter 
7 Atmospharen Kohlendioxid 7 Tage lang bei Zim- 
mertemperatur inkubiert. Das kristalline Addukt 
kann abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen 
und im Exsikkator uber Calciumchlorid getrocknet 
werden. 

Beispiel 9 

lsopentan/Hydroxypropyl-j8-Cyclodextrin- 
EinschluBverbindung 

15 ml 20 %ige Hydroxy propyl-/3-Cyclodextrin- 
LQsung werden bei 10 'C mIt 2 ml Isopentan 
versetzt, im Uitraschallbad 3 Minuten beschallt und 
danach fUr 26 Stunden Inkubiert. Der entstandene 
Komplex blelbt in L5sung. 

Belsplel 10 

lsopren/Hydroxypropyl-j3-Cyclodextrin- 
EinschluBverbindung 

15 ml 20 %lge Hydroxypropyl-j8-Cyclodextrin- 
Losung werden bei 10 mit 2 ml Isopren ver- 
setzt, Im Uitraschallbad 3 Minuten beschallt und 
danach fur 26 Stunden inkubiert. Der entstandene 
Komplex bleibt zum Teil in Losung und fSllt zu 
einem Teil als welBer Nieder-schlag aus. 

Belsplel 11 

Furan/Hydroxypropyl-^-Cyclodextrin- 
Einschluflverblndung 

15 ml 20 %ige Hydroxypropyl-/3-Cyclodextrin- 
Losung werden bei 10 mit 2 ml Furan versetzt. 
im Uitraschallbad 3 Minuten beschallt und danach 
fUr 26 Stunden Inkubiert. Der entstandene Komplex 
bleibt zum Teil in Losung und fallt zu einem Teil 
als weiBer Nieder-schlag aus. 

Belsplel 12 

Isopentan/g-Cyclodextrin-EinschluBverbindung 



Belsplel 13 

Isopren/a-Cyclodextrin-EinschluBverbindung 

5 20 ml gesSttigte a-CD-L6sung werden mit 1 ml 

Isopren versetzt und im Uitraschallbad 3 Minuten 
beschallt. Der entstehende schwerlosliche Komplex 
wird durch Filtration gewonnen und Uber Calcium- 
chlorid getrocknet. 

70 

Belsplel 14 

Furan/g-Cyclodextrin-EinschluBverbindung 

75 20 ml gesattigte a-Cyclodextrin-L6sung werden 
mit 1 ml Furan versetzt und im Uitraschallbad 3 
Minuten beschallt. Der entstehende schwerlosliche 
Komplex wird durch Filtration gewonnen und Uber 
Calciumchlorid getrocknet. 

20 

Belsplel 15 

In einem InkubationsgefaB werden zu 100 ml 
ges. a-Cyclodextrin-L6sung (5 'C) unter Beschal- 

25 lung im Uitraschallbad 4 g Eukalyptol zugetropft 
und fur weitere 30 Minuten beschallt. Danach wird 
der Ansatz 46 Stunden in einem gekuhlten, ge- 
schlossenen GefaB geschUttelt. Der entstandene 
Niederschlag wird durch Filtration gewonnen, mit 

30 kaltem Ethanol gewaschen. in fl. N2 eingefroren 
und gefriergetrocknet. 

Belsplel 16 

35 100 ml ges. iS-Cyclodextrin-Ldsung werden mit 
2 g Geraniol bei 5 'C 4 Stunden im Ultra-schallbad 
beschallt und danach fOr 24 Stunden bei 5 'C 
inkubiert. Der entstandene Niederschlag wird abfil- 
triert. mit kaltem Ethanol gewaschen, in ft. N2 ein- 

40 gefroren und gefrier-getrocknet. 

FQr die Beispiele 11 bis 16 gilt: 

Der kristalline Niederschlag wird nach dem 
45 Reinigen in einem geeigneten waBrigen Medium, 
vorzugsweise physiologischer Kochsalz-, Glukose- 
Oder Ringerl5sung aufgenommen und 1st dann in- 
jektionsf^hig. 



50 PatentansprUche 

1. Uhraschall-Kontrastmittel bestehend aus Mikro- 
partikeln, dadurch gekennzeichnet, daB die Mi- 
kropartikel aus Amylosen und einem Gas 
55 und/oder einer organischen FlUssigkeit mit ei- 
nem Siedepunkt unter 60 * C bestehen. 



20 ml gesMttigte a-Cyclodextrin-L6sung werden 
mit 1 ml Isopentan versetzt und im Ultra-schallbad 
3 Minuten beschallt. Der entstehende schwerlosli- 
che Komplex wird durch RItratlon gewonnen und 
Uber Calciumchlorid getrocknet. 
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2. Ultraschall-Kontrastmittel nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Mikropartikel 
als Amylosen Cyclodextrine Oder Cyclodextrin- 
derivate enthalten. 

5 

3. Ultraschall-Kontrastmittel nach mindestens ei- 
nam der AnsprOche 1 bis 2. dadurch gekenn- 
zeichnet da6 die Mikropartikel als organische 
FlUsslgkeiten mit einem Siedepunkt unter 60 

•C 1.1-Dichlorethylen, 2-Methyl-2-buten. Iso- lo 
propylchlorid, 2-Methyl-1 .3-butadien, 2-But(n, 

2- Methyl-1-buten, DIbromdifluormethan, Furan, 

3- Methyl-1-buten, Isopentan, Diethylether, 3.3- 
Dimethyl-1-butin, Dlmethylamlnoaceton, Propy- 
lenoxid, N-Ethylmethylamin, Brommethan, N- 75 
Ethyldlmethylamin, Methylenchlorid. Pentan, 
Cyclopentan, 2,3-Pentalden, Cyclopenten oder 
deren Gemische enthalten. 

4. Ultraschall-Kontrastmittel nach mindestens ei- 20 
nem der AnsprOche 1 bis 2. dadurch gekenn- 
zelchnet, daB die Mikropartikel als Gase Luft, 
Edelgase Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid, 
Wasserstoff. Ammoniak, Ethylen, Methan, Et- 
han, Propan oder Butan oder deren Gemische 25 
enthalten. 

5. Ultraschall-Kontrastmittel nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Mikropartikel 
Mtherische die enthalten. 30 

6- Ultraschall-Kontrastmittel nach mindestens ei- 
nem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die aus Amylosen bestehenden 
Mikropartikel mit einer hydrophoben HUllsub- 35 
stanz bestehend aus Olen. Fetten und/oder 
oberflachenaktiven Substanzen Oberzogen und 
in waBrigem Medium suspendiert sind. 

7. Ultraschall-Kontrastmittel nach mindestens ei- 40 
nem der AnsprOche 1 bis 6. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die aus Amylosen bestehenden 
Mikropartikel von einer Matrix, insbesondere 
polymerer Struktur, umhUllt sind. 

45 

8. Ultraschall-Kontrastmittel nach mindestens ei- 
nem der AnsprOche 1 bis 7. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB durch Zugabe osmotisch aktiver 
Substanzen, insbesondere Kochsalz, Mannit, 
Galaktose, Glukose, Fruktose, die physiolgl- 50 
sche Isotonle eingestellt ist 

9. Verwendung von Mikropartikein gemSB den 
AnsprQchen 1 bis 8 enthaltend ein Gas oder 
eine organische FlOssigkeit und Amylosen zur 55 
Herstellung eines PrMparates fOr die Ultra- 
schalldiagnostik oder -therapie. 
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